






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Compound　Retein窒窒狽 i？Dn）tiMe ompound etentin　time　　（min）
Ornithine
Lysine
Histidine
utrescine
e－Methyl一　L－Lysine
adaverine
－Methyl－histamine
istamine
－Methyレhistamine
Atginine
．6
．4
．6
．2
．4
．3
．7
．3
．4
　1．0
，6－Diaminohexane
ypusine
G－Methyl一一　L－Arginine
eoxyhypusine
（INGLDimethyl一　L－Arginine
Homoarginine
orspermidine
permidi・ne
E一一Arr｝inopentyllysine　（5－5C）
，7－Diaminoheptane
　2．4
　4．4
5．5
　7．2
　8．6
　9．9
　1．0
1．1
　4．2
　1．2
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（2）　測定値の信頼性
HPLCの検出限界は1pmolであり，前処理カラムからの絶対回収率も
70％以上あることから，ハイプシンが数十pmolしか含まれない試料か
らでもこの方法により潟定が可能となった．実際の細胞試料を測定し
たときのクロマトグラムをFig．16Aに示す．矢印で示すハイプシンの
溶出時間にピークが認められたが，このピークの成分がハイプシンだ
けに由来するものかを調べる必要がある。そこで，ハイプシンのアミ
ノエタノール構造を利用して，過ヨウ素酸による酸化的分解を検討し
たところ，Fig．16Bに示すように完全にそのピークが消失した．した
がって矢印で示したピークの成分はハイプシンに由来していると思わ
れる。
00闘
髄卜彊2
??。?．?????
闇2麗
0闘　麗
　　　　　　量9。4”
H、N＿一C＿、麗へく×◎鶴
　　　　　＋　HCHO
Cleavage　of　P－amino　ethanol
Fig．　16　Evidence　of　hypusine
　aj
B　di　　　蓋
　　　耳?
　　20　10　　0
retention　time，　min
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つぎに，この分析法の精度を調べるため，HTC細胞の蛋白1mgにハ
イプシンとデオキシハイプシンを0－400pmol，および内部；標準物質を
500pmolずつ加え，定量法に従い検討した（Fig．17）．添加した標準品
の量とハイプシン量およびデオキシハイプシン量に対する内部標準物
質の比は調べた範囲内で良好な直線性を示し，相関係数はハイプシン
が0．999，デオキシハイプシンが0．998，c．v．値は7．6％と良好であった．
嘔臨9◎奮。㊧ll静『◎愛el醜
0400脚◎翫
р?◎ｘｙ臨y陣s1
T00陣◎ll．S．
㎞慮◎lslS
C購C－co翻脳醗寵P『就『⑨a籔購e醜
HP臨。
Fig．　17　Accuracy　of　the　method
2．0
????????????????????????????hypusine
deoxyhypusine
e．o
　o’　soo　200　3eo　40e　soo
　　Standard＄　added，　pmol
以上の結果から，本法により数mgの微量蛋白試料からでもハイプ
シンとデオキシハイプシンを測定できることが示された．なお，本法
を用いてラットの各臓器におけるハイプシン量を測定した結果を
Table　9にまとめた．得られた値はこれまでに報告された値36’37）とくら
べ，脳を除き大きな矛盾はなかった．
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Table　9　Hypusine　contents　in　rat　organs
Tissue
This　work
（pmol／mg）
Sano　et　aL　36）
　（nmollg）
Folk　et　al．37）
（pmol／mg）
Brain
Kidney
Liv　er
Lung
Spleen
Testis
33．8　±　4．3　＊
19．7　±　1．9
21．8　±　1．6
23．6　±　1．5
24．9　±　IA
34．7　±　3．3
　8．0
15．6
1　6．O
i1．7
2　0．7
3　9．9
1　e．5
1　2．9
1　3．8
1　3．5
2　5．5
6　7．2
＊Average　±　S．D．　for　5　detefminations
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第2節　ハイプシンの高感度測定法の応用
培養細胞中のハイプシン量は，これまで高感度測定法がなかったた
めにほとんど調べられていなかった．本節では開発した方法を種々の
薬物を投与したHTC細胞に適用し，細胞中のハイプシン量の変動を調
べた．
（1）　薬物処理細胞への応用
AOAPおよびデオキシハイプシンヒドロキシラーゼ阻害剤であるミ
モシンを添加して得られた実際のクロマトグラムをFig．18に示し，
他の薬物処理も含めてハイプシンとデオキシハイプシンの測定結果を
Table　1・にまとめた．　Fi’X．18中，　c・ntr・1あ細胞ではこれまで｝こ幸賠さ
れてきた知見と同様に，ハイプシンのみが検出されデオキシハイプシ
ンは検出されず，A6AP投与細胞ではハイプシン量の減少がみられた．
　Table　10　Hypusine　and　deoxyhypusine　contents　in　HTC　cells　treated
　with　drugs
Treatment Time　Hypu’唐奄獅?　DeoxyhypBsine（hr）　（pmol／mg　of　protein）（90）　（pmollmg　of　protein）
Contro1
50JLt　M　AOAP
100paM　L－Mimosine
lOOptM　at　一Bipyridyl
IOepaM　1，3－DiaminoprepaRe
10escM　1，6－Diaminohexane
leOpaM　1，7：Diaminoheptane
100”M　1，8－Diaminooctane
??、?????46．0　±　2．9・
53．5　±　2．2
43．3　±　4．0
21．6　±　2．5
23．9　±　3．1
15．6　±　1．5
50．7　±　1．4
26．7　±　2．1
18．6　±　2．9
41．1　±　2．2
100
116
94
47
52
34
110
58
40
89
　n．d．
　n．d．
　n．d．
　n．d．
23．0　±　9．7
32．2　±　5．2
　n．d．
　n．d．
　n．d．
　n．d．’
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また，ミモシン投与細胞ではデオキシハイプシンの蓄積が観察され，
ハイプシン量が減少することが認められ，同様にデオキシハイプシン
ヒドロキシラーゼ阻害剤であるαゼピリジル投与でも予想通りの結果
が得られた（Table・10）．また，　in　vitroでデオキシハイプシン合成酵素
を阻害することが報告されている‘tO，‘「7）種々のジアミン類を投与すると，
1，3一ジアミノプロパンではハイプシン量の減少が見られなかったのに
対して，1，7一ジアミノヘプタンは培養細胞においてもデオキシハイプ
シンの合成を阻害することが初めてわかった．
　そこで，1，7一ジアミノヘプタンの効果をさらに確かめるために，浮
遊培養で8日間処理すると，Fig．19に示すように，10μMの濃度では
緩やかな増殖速度の低下とハイプシン量の減少が見られ，100　Pt　Mの
??
????．??．?
2e　lo　0
100paM
L－Mimosine
20　lo　e
sO　LL　M
AOAP
20　　鐙　　　0
Contro1
2e　lo　o
Standard
（20　pmoD
Fig．　18　Chromatograms　of　hypusine　and　deoxyhypusine　in
MC　cells
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0001
001
10
（一????????????』???』??＝??
1
001
?????????? ????（??????????? ?〉?
0
　　繭／
ノノ纒、酬・・PtM　DA7
醗一一⑬一⑭＿齢／⑲ control
麗＼　　一・μMDA7
　　團一一　SOOPtM　DA7
　　　　　　　　　　　　　O　48　96　144　192
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tinne，　hr
　　　Fig．　19　Effect　of　1，7－diaminoheptaRe　on　cell　growth　and
　　　hypusine　content　oR　］EffC　cells
処理では増殖は96時高目で停止し，この時までハイプシン量は急激に
減少し続け，96時問目以降は変化せず対照の約10％を保った・この
時の増殖停止の原因がハイプシン量の減少によるとは断言できないが，
ハイプシン量を直接測定することにより初めて細胞の増殖にハイプシ
ンが関与する可能性を示した．
　（2）　アナログ添加実験への応用
　つぎに，本法を第2章で行ったアナログ添加実験に応用した．すな
　　　　　　　　　　　　　　　　一44一
わち，AOAP処理して増殖停止した細胞にスペルミジンアナログの
1APPを添加して一時的な増殖の回復がみられた後，再停止する現象
にelF－5Aが関与しているのかどうかを調べた．
（　??????????』 ???
lOOO
　　　　　　　　　　　／o　＋spd
’？9甥≦』畷呂
働／
?
　　　　100轡
Φの　　　　80こゼ雪蘇60
Ω。c）＞o工。 （????
　　　◎一◎ノ◎＼◎＋Spd
也／
⑱ミ最駄⑫一⑳～⑭A・AP
　　　騰隔翻一＿翻＿＿＿醗＋1APP
　　　Fig．　20　Cell　growth　and　hypusine　conten，Ss　of　ffrC　cells
　　　cultured　in　the　presence　of　drugs
Fig．20にみられるように，　AOAPの処理でスペルミジン量が減少し
ながら細胞が増殖・分裂を続ける48時間目まで，蛋白量あたりのハ
イプシン量は減少しつづけ，48時三目以降，増殖が停止するとハイプ
シン量の大きな変化はなかった．また，48時三目にスペルミジンを加
えると細胞の増殖回復と共にハイプシン量も回復していることがわかっ
た．一方，1APPを添加したとき，一次的に増殖が回復する48から
　　　　　　　　　　　　　　　45一
O　48　96　144　192　240
　　　　　Time，　hr
　and　hypusine　cont n，Ss
120時問目の約3回細胞分裂を繰り返す問，ハイプシン量はさらに減
少をつづけ，120時問目以降，再び増殖が停止してからはハイプシン
量は対照の約10％を保った．ポリアミンアナログ投与による細胞増殖
の再停止の原因が，直接ハイプシンの減少だけによるものかどうかは
わからないが，ハイプシン量の減少が増殖の停止を引き起こした可能
性が強く示唆された．
小括と考察
elF5Aは真核細胞生物に広く存在し，さらにそのアミノ酸配列は種
を問わず良く保存されていることから，生命維持に働く基本的な蛋白
であろうと思われている．elF－5Aの細胞増殖への関与は，これまで専
ら酵母を用いて研究されてきており，elF－5A前駆体蛋白のハイプシン
化を受ける50番目のリジンをアルギニンに変えた遺伝子を持つ変異株
は，増殖も生存もできずハイプシン化の重要性が示されてきた48　）．ま
た，elF－5A前駆体蛋白の遺伝子発現を抑えると数回の分裂の後に増殖
は停止する49）。この増殖停止の原因は細胞内のeIF－5Aが細胞分裂によ
り希釈され，増殖に必要な最低限の量以下まで減少してしまうからで
はないかと考えられる．その増殖停止までの分裂回数はおよそ3－4回
であり，eIF5Aが新たに合成も分解も起こらないとすると酵母の増殖
に必要なeIF－5Aの量は6－1　3％（1／24－1／23）ではないかと考えられる。
　本章ではハイプシンの高感度測定法を開発し，哺乳動物細胞の増殖
にeIF5Aが関与する可能性を初めて示すことができた．　HTC細胞に
1，7一ジアミノヘプタンを長期間投与して増殖を止めたとき，あるいは
AOAPと1APPの処理で一時的な増殖回復後の再停止のとき，どちらも
ハイプシン量は対象の約10％まで減少していたことから，上記，酵母
　　　　　　　　　　　　　　46一
の推定値とも合致し，この量が増殖に必要なeIF5Aの閾値である可能
性がある．しかし，いずれの場合においても細胞内スペルミジン量は
減少していたために，elF－5A以外のスペルミジンに特異的な他の因子
の関与もあるかもしれない．したがって，ハイプシン量と細胞の増殖
の関係を明確に説明するためには，スペルミジン量を減少させずにハ
イプシン量のみを選択的に減少させることが必要であろう．近年，
Parkらにより開発された強力なデオキシハイプシン合成酵素阻害剤
monoguanyl－1，7－diaminoheptaneを培養細胞に投与すると，スペルミジン
量を減少させずに増殖を停止させることが報告されたse’51　）．このよう
な知見は哺乳動物細胞の増殖におけるハイプシンの関与を強く示唆す
るものではあるが，ハイプシン量を測定することができなかったため
に明確な結論を得るまでには至っていない．本研究で開発したハイプ
シンの高感度測定法の応用として，このような実験系への利用が期待
される．
　また，デオキシハイプシン水酸化酵素阻害剤をHTC細胞に投与した
後測定すると，デオキシハイプシン量は上昇し，ハイプシン量は対象
の50％ほど減少しただけで増殖の停止が見られた．したがって，この
時の増殖停止はデオキシハイプシン含有の前駆体蛋白の蓄積が原因と
も考えられ，この蛋白が単にeIF5Aの前駆体であるばかりではなく，
生理的に重要な役割を有しているのかもしれない．
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結論
本研究では新しい方法論を導入しながら，哺乳動物細胞の増殖にお
けるスペルミジンの役割を追求し，新しい知見を得てきた．それらを
まとめると以下のようになる．
（1）培養細胞実験で新規スペルミジン合成酵素阻害剤とスペルミ
　　ン合成酵素阻害剤の有用性を示した．スペルミン合成酵素阻
　　害剤であるAPCHAでHTC細胞を長期間処理し，細胞内ポリア
　　　ミンのほとんどをスペルミジンとしても細胞は増殖したこと
　　から，HTC細胞の増殖においてスペルミンは必ずしも必要で
　　はないことを示した．また，スペルミジン合成酵素阻害剤で
　　ある4MCHAを用いてスペルミジン量を対象の2％にまで減少
　　　させても，スペルミンが存在すればHTC細胞は増殖できるが，
　　更に減少させるとスペルミン量も減少し，増殖できなくなる
　　ことから，細胞増殖における微量スペルミジンの役割を調べ
　　るための新しい方法論の必要性を示唆した．
（2）ODC阻害剤であるAOAPとスペルミジンアナログをHTC細胞
　　に適用する新しい実験系を用いることにより，細胞増殖にお
　　けるポリアミンの機能にはアナログで代用できる特異性の低
　　い部分での相互作用，およびアナログでは代用できない特異
　　性の高い部分での作用の存在を示唆した．また，その実験系
　　　にAPCHAを併用することにより特異性の高い部分での作用を
　　担うポリアミンはスペルミンではなくスペルミジンであるこ
　　　とを特定した．
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（3）スペルミジンに特異的な作用としてハイプシンの関与が考え
　　られたため，新たにハイプシンの高感度測定法を開発し，そ
　　れを用いて薬物処理した細胞のハイプシン量を測定すること
　　により，細胞増殖とハイプシン量との間に密接な関係がある
　　ことを見いだし，はじめて哺乳動物細胞の増殖にハイプシン
　　が関与している可能性を示した．
一49一
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実験の部
一般事項
細胞培養
　ラット肝癌由来HTC細胞（Morris　7288c）は，大日本製薬から入手
し，単層培養あるいは浮遊培養で実験に用いた．薬物を添加する実験
にはアミン酸化酵素を阻害するために，1mMアミノグアニジンを培
地に添加した．
単層培養：組織培養用シャーレ（φ100㎜）に培地（Minimum
Essential　Medium－Eagle＋10％NB　S）10mlを加えて37℃，95％air－5．0％
CO2，　pH7．5，0．5－5．Ox　l　O6　cells／Peni　dishとなるように植え継ぎ維持した細
胞を実験に用いた．阻害剤実験では，上記の条件で細胞を0．5－1．OX　106
cells／100mm　peni　dishとなるように
植継ぎ，24時間後，薬物入り培地と交換した．スペルミジン合成酵
素阻害剤の実験では更に48時間，またスペルミン合成酵素阻害剤の実
験では72時間培養した。次に培地を除きPBS　10mlで2回シャーレを
すすぎ，トリプシンーEDTA（0．025％）を500μ璽加え，37℃，10min放
置して細胞がシャーレからはがれたのを確認した後，培地lmiを加え
てトリプシンを失活させ，この浮遊液を更にピペットで懸濁しsingle
cellとして細胞数を算定しポリアミンを測定した．
　浮遊培養：培地（Swim’s　S－77（＋50mM　Thcine＋2gh　Glucose＋2mM
GIutamine＋O．05mM　L－Cystine＋0．5gA　NaHCO，）＋NBS（10％））17）に細胞
を1－6　xlO5　cellslmiとなるように植え継ぎ対数増殖期の細胞を実験に用
いた．阻害剤を投与する実験には上記の条件で細胞を15x105　cells／ml
となるように植え継ぎ，薬物を加え実験を開始し24時間毎に細胞数を
算定，48時間毎に継代を行なった．
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ポリアミン測定用細胞試料の調製
細胞浮遊液を15ml容の遠心管に移し，卓上遠心・器で1，200rpm，3min
遠心し，沈殿した細胞をPBS（一）5mlで洗浄した．内部標準物質として，
1，13－diamino－4，10－diazaUidecaneあるいは1，9－diamino一一4－azanonaneを含む
10％TCA溶液を一定量加え，除蛋白をかねてポリアミンを抽出し全量
を1．5mlのサンプルチューブに移し，　HPLC測定時まで冷凍保存した．
HPLCにはこの試料を14，00Qrpm，10min遠心した後，上清を使用した．
ポリアミンおよびスペルミジン合成酵素阻害剤およびスペルミン合成
酵素阻害剤の測定
　ポリアミンおよび阻害剤の測定は陽イオン交換HPLCを用い，ポス
トカラムラベルOPA法による蛍光を測定した．分離カラムは日本電子
：LCR－2（φ　4mm　x80mm）を用いカラム温度は80℃とした．溶門門は2M
塩化ナトリウムー0．28Mクエン酸緩衝液（5N　NaOH：でpH5．5にあわせ
たもの）に，10－25％容量のHPLC用メタノールを加え調製した．細胞
試料のポリアミン測定を行なう際の溶離液には，阻害剤とポリアミン
および内部標準物質の分離が最もよくなるメタノール濃度を選択して
用いた．反応液としては0．4Mホウ酸0．4M水酸化カリウム，0．2％2
一メルカプトエタノール，6mM　OPA，0．1％：Brij－35，0．lmM　EDTAからな
るOPA溶液を用い，反応温度は80℃とした．検出は，励起波長365nm，
測定波長450nmの蛍光を測定することで行なった．旧離液の流速は
0．86ml／min，反応液の流速は0．39ml／minとした。
第1章に関する実験
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DeAdoMetの測定
DeAdoMetおよびAdoMetは逆相HPLCを用いたSeiler＆Knδdgenの方
法52）で測定した．カラムはTSKgel　ODS　80TM（4．6　x　150mm）を用い，
溶離液A（0．IM酢酸ナトリウムに酢酸を加えて調整，　pH45＋10mMオ
クタンスルホン酸ナトリウム＋10％メタノール）と溶離液B（0．2M酢
酸ナトリウムに酢酸を加えて調整，pH4．5＋10mMオクタンスルホン
酸ナトリウム＋10q。メタノール）の割合を0→40minまでにIO→100％
とするリニアグラジェントで行い，流速は0．5ml／minとし，検出は
254nmの吸収を測定することで行った。なお，試料にはポリアミン分
析用のものを用いた．
ODc活性の測定
　ラット（SD，オス，200g）腹：腔内にチオアセタミドを150mg／kgで投与し，
20時間後に解剖して得た肝臓を酵素原とした．この操作によりODCの
比活性は150倍に上昇する53）．肝臓は2倍量の緩衝液（（透析用緩衝液：
25mM　Ths－HCI　pH75，1mM　DTT，0．1mM　EDTA）＋0．2Mショ糖）中でホ
モジネートし，15，000g　x　15min，さらに105，000g　x　60min遠心した上清
画分を同じ緩衝液で透析して粗抽出液とした．
酵素活性54）は［1－i4　C］オルニチンより遊離する14CO，を測定すること
で調べた。0．1M　Tris－HCI，　pH7．4，400μ1，0．5mMピリドキサールリ．ン酸
40μ1，25mM　DTr　40μ1，10mM　L一三ルニチン40μ1，1．98　Pt　M　［1－i4C｝DL
一オルニチン0．4μ1，および酵素粗抽出液（4MCHAまたはAPCHAを含
む）を合わせ，全量をlmlとした．この標準測定溶液を試験管に入れ
密封し，37℃，1時間インキュベーションした。6M　HCI　500μ1で反応
を止めさらに37℃，30分でインキュベーションし，遊離するi4　CO、を
ハイアミン200μ1に吸収させた。これを10mlのシンチレーションカク
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テル（エコノフロアー）に溶かした後，液体シンチレーションカウン
ターで測定した．
AdoMetDC活性の測定
AdoMetDCの阻害剤であるメチルグリオキサールビスグアニルヒド
ラゾンを40m9／miとして0．9％生理食塩水に溶かしたものを，ラット
（SD，オス，200g）腹腔内に80mg／kgとなるよう投与し，20－24時間後解剖
して得た肝臓を酵素原として用いた。この操作によりAdoMetDCの比
活性は20倍に上昇する55）．肝臓は2倍量の緩衝液（25mMリン酸ナト
リウム緩衝液pH7．5，25mM　DTT，25mMプトレシン，0．1mM　EDTA）の
中でホモジネートした後，105，000g　x　30min遠心した上清画分を上記
緩衝液（ただし0．5mM　DTI）で透析して粗抽出液とした．
　酵素活性ss）は［1－14q　S一アデノシルメチオニンより遊離するi4　CO、を
測定することで調べた・0・5Mリン酸緩衝液pH7・5・25μ1・25mM　DTr
125μ1，15mMプトレシン50μ1，4mM　5一アデノシルメチオニン12．5μ
1，0．34mM　S一アデノシルーL｛カルボキシー玉4　qメチオニン0．7μ1，および
酵素溶液（4MCHAまたはAPCHAを含む）を合わせ，全量を250μ1と
した．この標準測定溶液を試験管に入れ密封し，37℃1時間インキュ
ベーションした．2．5MH2SO4200μ1で反応を止め，さらに30分37℃
でインキュベーションし，遊離する14　CO2をハイアミン200μ1に吸収
させた。これを10mlのシンチレーションカクテル（エコノフロアー）
に溶かした後，液体シンチレーションカウンターで測定した．
PAo活性の測定
　ラットの肝臓を約4倍量の緩衝液（10mM　Tris－HCI　pH7．4，0．25Mショ
糖）の中でホモジネートした後，15，000g，13，000rpm，10min遠心し，沈
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殿分画を0．1％T孟on　X－100を含む透析緩衝液（10mM　Tris－HCI　pH7．8，
0．lmM　EDTA，0．lmM　DTr）に懸濁し，25，0009，16，700rpm，30min遠心
した．この上清を透析し粗抽出液とした．
酵素活性はHδIltaの方法57）を一部変えて測定した．0．25Mホウ酸緩
衝液pH9．0，50μ1，25mM　DTr　50μ1，20mM精製スペルミン（pH7．0）50
μ1，酵素抽出液50μ1，および阻害剤50μ1を加えて全量250μ1とした。
その標準測定溶液を60分間インキュベーションし，20％TCAで除蛋白
して反応を停止した。これを10，000rpm，10min遠心した上清について，
スペルミンより生成するスペルミジンをHPLCで測定した。スペルミ
ジンの測定は，ポリアミンの測定に示す方法で行った。
　なお，スペルミンの精製は，購入したスペルミンを陽イオン交換カ
ラム（DOWEX　50W－X4，　H＋fo㎜）に吸着させ，2－3M　HCIで溶出し，ス
ペルミン分画をHP：LCで確認して濃縮し，水一エタノールから再結晶し
た．この操作によりHPLCでの純度93％のスペルミジンが99％の純度
になった．
SSAT活性の測定
粗抽出液の調整はMatsui＆Pegg　l8）の方法に従ったが，硫安分画を
する際に緩衝液にスペルミジンを添加すると酵素活性の上昇が認めら
れたので，下記のように一部変更して行った．四塩化炭素をラット
（SD，オス，200g）腹腔内に1．5ml／kg投与し，6時間後解剖して得た肝臓
を酵素原として用いた．この操作によりSSAT活性は50倍に上昇する．
この肝臓を2倍量の緩衝液（50mM　Tds－HCI　pH7．5，0．25Mショ糖，25mM
KCI，5mM　MgClρでホモジネートし，上清を透析用緩衝液（10mM
Tris－HCI　pH7．5，0．1M　NaC1，1mMスペルミジン）で透析してSSAT粗抽
出液とした．
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活性測定はLibbyの方法58）を一部変更して行った．　IMリン酸緩衝
液pH7．8，20μ1，30mM精製スペルミジン20μ1，0．5mMアセチルCoA
20μ1，酵素粗抽出液100μ1（4MCHAまたはAPCHAを含む）を加えて全
量200μ1とした標準測定溶液を30℃，10分間インキュベートした．
20％TCA　200μ1で除蛋白し反応を停止させた後，10，000rpm，10min遠
心した上清について生成するNi一アセチルスペルミジンの量をHPLC
で測定した．N1一アセチルスペルミジンの定量は，ポリアミンの測定
に示す方法で行った．
　なお，スペルミジンの精製は，購入したスペルミジンを陽イオン交
換カラム（DOWEX　50W一一X4，　H＋fo㎜）に吸着させ，1．5・一2M　HCIで溶出し，
スペルミジン分画をHP：LCで確認して濃縮し，水一エタノールから再結
晶した．この操作によりHPLCでの純度98％のスペルミジンがほぼ
100％の純度になった。
細胞試料の酵素活性は［1－14qアセチルーCoAより生じるN1［1一至4　q一ア
セチルスペルミジンを定量することで行った58）．酵素活性測定溶液
として，1M　Tris－HCI緩衝液pH7．8，10μ1，30mMスペルミジン10μ1，
［1－14qアセチルーCoA　10μ1，酵素溶液70μ1を加え全量100μ1としたも
のを37℃，10分間インキュベーションした後氷水につけIMヒドロキ
シアミン20μ1を加え反応を停止後，さらに100℃，3分間加熱し蛋白
を変性させた．これを7，000rpm，3，0009，5min遠心し，上清50μ1をリ
ン酸セルロース濾紙（5cm2）にスポットし蒸留水lmlで5回，エタノー
ル1mlで3回洗浄の後乾燥させて，これを10m1のシンチレーションカ
クテル（エコノフロアー）に溶かした後，液体シンチレーションカウ
ンターで測定した．
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スペルミジン合成酵素活性の測定
　スペルミジン合成酵素活性の測定はRainaらの方法59）に従って行っ
た．1．OMリン酸緩衝液P：H7．4，10μ1，0。1M　D「［T　5μ1，10mMプトレシ
ン10μ1，0．5mM　DeAdoMet　2μ1，0．128μM3H－DeAdoMet（73．8Ci／mmol）1
μ1，BSAを含む酵素溶液と蒸留水（あるいは阻害剤）で全量を100μ1
とし，標準活性測定液とした．この溶液を37℃，IO－30分間インキュベー
ションした後，25mM　HCI　O5m1を加えて反応を止め，10，000rpm，
5min遠心した上清0．5mlをセレックスP（H＋fo㎜，05cm3）にかけた．
カラムにかけた最初の05mlは捨て，つぎに25mM　HC11．8mlを3回に
分けてカラムにかけ，溶出した3H－MTAを直接バイアルにとりシンチ
レーターを10ml加え液体シンチレーションカウンターで測定した。
スペルミン合成酵素活性の測定
標準酵素活性測定液には，0．1Mリン酸緩衝液pH7．4，1．OmMスペル
ミジン，5．OmM　DTT，20μMDeAdoMet（［3　H］DeAdoMetを含む），酵素試
液の混合溶液0．1mlを使用した．以後の操作はスペルミジン合成酵素
活性と同様に行った．
第3章に関する実験
試薬
CMセルロース（Serva）およびアミノ酸分析用の酢酸およびヘキサン
スルホンサンナトリウムは和光純薬工業，アセトニトリルおよびリン
酸2水素ナトリウムはメルク，ピリジンはPierceのSequanal　Gradeの
ものを用いた．HPLC用の水はMili　Q（ミリポア）により調整した．
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ハイプシン合成
ハイプシンはBergeronらの方法ω）を一部変更しepicyanohydrineの代
わりに1，2－epoxy－4－phthalimidobutaneを用いて合成した．1，2－epoxy－
4－phthalimidobutaneの合成は，　DMF中で4－bromo－1－buteneとフタルイミ
ドカリウムを反応させて得た4－phthalimide－1－buteneをm－chloroper－
benzoic　acidで酸化して行った。（Anal．　calcd　for　C　10H25CI2N303：C，
39．22；　H，8．23；　N，13．72．　Found：　C，39．06．　H，7．94；　N，13．65）．
デオキシハイプシンと内部標準物質の合成
　デオキシハイプシンと内部標準物質はNα」phthaloyl－Nε一toluene－
sulphonyl－L－lysine　ethYlesterと1－brom－4－phthaliminobutaneあるいは1－
brom－5－phthahminopentaneをNaH存在下DMF中で反応させたものを加
水分解して合成した。
　デオキシハイプシン　（Anal．　calcd　for　C　10H25C12N302・1／4H20：C，
40．75；　K8．72；　N，14．26．　Found：　C，40．62；　H，8．42；　N，14．55．），　N　e－amino－
pentyl－L－lysine　（Anal　calcd　for　C　l　I　H28C13N302：　C，38．78；　H，8．28；　N，12．33．
Found：　C，38．53；　H，8．06；　N，12．31．），　N6一一aminobutyl－L－ornithine　（Anal　calcd
for　CgH23C12N302’1／2H，O：　C，37．90；　H，8．48；　N，14．73．　Found：　C，37．94；
H，8．25；　N，14．82．）
HPLC　（ADDaratus
試料の調製に用いた遠心乾燥機はTAm三C製VC－960，　HPLCの装置
は東ソーCCPEIIポンプ，島津製クロマトレコーダーCR5A，検出器に
は日本分光製FP・一920，インジェクター一にはレオダインMode7125ある
いは日本分光製オートサンプラー851－AS，カラムにはShiseido　capceU
pakC18UG120　S5（150　x4．6mm　I．D．，ガードカラム30　x4．6mm　I．D．）を
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用いた．
HPLC（CoRditions
移動相は10mM　sodium　hexylsulfate，3．5％アセトニトリルを含む
0．IM　phosphate　buffer　pH2．0を用いアイソクラティック溶離で行った．
流速は1．Oml／min，カラム温度は30℃で行った．検出はポストラベル
OPA法で行い，　OPAの反応液にはSeilerとKnodgenの方法に従って調整
したもの（0．8M　Boric　acid，0．8M　KOH，0．3％2－Mercaptoethanol，3mM
OPA，0．1％Brij－35）を流速0．26ml／minで用い，励起波長340nm，検出
波長460nmで行った。
細胞の処理
細胞の処理は細胞をPBS500μ1に懸濁して超音波粉砕機iで処理
（150Wx30sec．）し，その遠心（10，000g　x　10min）した上清を粗抽出液とし
て実験に用いた。蛋白の定量はこの粗抽出液をBradford法で行い，標
準蛋白にはBSAを用いた．
ラット臓器試料の処理
実験にはSDラットオス，6週齢（230－240g），5匹を使用した．摘出
した各臓器に5倍量のPBSを加え，ポリトロンホモジナイザーで30秒
間処理し，遠心分離（10，000g　xlOmin）した上清についてハイプシンの分
析を行った．
ハイプシン量の測定
0．5～i5．Omg蛋白相当を含む試料の粗抽出液をネジ付き試験管（100　x
16mm　I．D．）に入れ，10％TCA・3mlで蛋白質を変性させ遠心分離した沈澱
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をさらに10％　TCA　3mlで洗浄し，アセトンついでエーテル各3mlで洗
浄後乾燥したものに内標としてN配アミノペンチルリジンを試験管あ
たり05－10nmol加えて6M　HCI　3mlを加え封管し，120℃で13時間加水
分解した．加水分解物は遠心濃縮機で乾燥後，残査を水3mlに溶解し
0．2μmのフィルターで不溶物を除去し，1Mピリジン100μ1で試料を
中和して前処理カラムにかけた．前処理カラムにはCMC（H÷fo㎜）1ml
を10mlのポリプロピレン製カラムに充填し，1Mピリジンー酢酸（最
終濃度がそれぞれ1Mを含む）Imlでカラムを平衡化したのち水10ml
で洗浄したものを用いた．前処理の操作は試料をカラムにのせピリジ
ンー酢酸0．025M　10ml，ついで0．05M，0．075Mそれぞれ5mlで洗浄し
1．OMピリジンー酢酸5mlめ溶出分画を遠心乾燥した残渣をO．01M・HCI
200μ1に溶解しHPLCの試料とした．
過ヨウ素酸酸化
前処理したHTC細胞の試料に同量の40mM過ヨウ素酸ナトリウムを
加え，室温で12時間反応した．
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